(12) NACH liijvi VERTRAG UB£R DIE INTERNATIONALE ZUSAMMENARBEIT AUF DEM GEB1ET DES 
PATENTWESENS (PCT) VEROFFENTL1CHTE INTERNATIONALE ANMELDUNG 



(19) VVeltorganisation fiirgeistiges Eigentum 
Internationales Buro 

(43) Internationales. Veroffentlichungsdatum 
4. April 2002 (04.04.2002) 




PCT 



(10) Internationale VerofTentlichungsnummer 

WO 02/26772 Al 



(51) Internationale Patentklassifikation 7 : 
1/13 

(21) Internationales Aktenzeichen: 



C07K 1/107, 



PCT/EP01/11035 



(22) Internationales Anmeldedatum: 

25. September 2001 (25.09.2001) 



(25) Einreichungssprache: 

(26) Ver6fTentlic.hu ngssprache: 



Deutsch 
Deulsch 



(30) Angaben zur Prioritat: 

100 47 857.3 27. September 2000 (27.09.2000) DE 

(71) Anmelder (nur fir DE): ROCHE DIAGNOSTICS 
GMBH [DE/DE]; Sandhofer Strasse 116, 68305 
Mannheim (DE). 

(71) Anmelder (fir alle Bestimmungsstaaten mit Ausnahme 
vonDE, US): F.HOFFMANN-LA ROCHE AG [CH/CH]; 
Grenzacherstrasse 124, CH4070 Basel (CH). 

(72) Erflnder;und 

(75) Erfinder/Anmelder (nur fir US): BORDUSA, 
..Frank [DE/DE]; Karl-Marx-Platz 2, 06242 Ross-, 
bach (DE). JAKUBKE, Hans-Dieter rDE/DE); Al- 
: "^rt-I^ter-Slrasse,'^ 12, v 01465 Dresden-Langebrueck 

(8l/6estinimiingsstaaten .(national): AE, AG, AL AM, AT, , 
AU, AZ, BA, BB, BG, BR, BY, Bt, CA, CH, CN, COi CR, 
• CU, CZ, DE, DK, DM, DZ, EE y ES, FI, GB, GD, GE, GH, 
GM, HR, HU, ID, IL, IN, IS, JP, KE, KG, KP, KR, KZ, LC, 
LK, LR, LS, LT, LU, LV, MA, MD, MG, MK, MN, MW, 
MX, MZ, NO, NZ, PL, PT, RO, RU, SD, SE, SG, SI, SK, 
SL, TJ, TM, TR, TT, TZ, UA, UG, US, UZ, VN, YU, ZA, 

zw. 



(84) Bestimmungsstaaten (regional): ARIPO-Patent (GH, 
GM, KE, LS, MW, MZ, SD, SL, SZ, TZ, UG, ZW), 
eurasisches Patent (AM, AZ, BY, KG, KZ, MD, RU, TJ, 
TM), europaisches Patent (AT, BE, CH, CY, DE, DK, 
ES, FI, FR, GB, GR, IE, IT, LU, MC, NL, PT, SE, TR), 
OAPl-Patent (BF, BJ,£F, CG, CI, CM, GA, GN, GQ, GW, 
ML, MR, NE, SN, TD, TG). 

ErklSrungen gemaO Regel 4.17: 

— hinsichtlich der Berechtigung des Anmelders, die Prior- 
Hat einer fruheren Anmeldung zu beanspruchen (Regel 4.17 
Ziffer Hi) fir die folgenden Bestimmungsstaaten AE, AG, 
AL, AM, AT, AU, AZ, BA, BB, BG, BR, BY, BZ, CA, CH, 
CN, CO, CR, CU, CZ, DK, DM, DZ EE. ES. FI, GB, GD, 
GE, GH, GM, HR, HU, ID, IL, IN, IS, JP, KE, KG, KP, KR, 
KZ, LC, LK LR, LS, LT, LU, LV, MA, MD, MG, MK, MN, 
MW, MX, MZ, NO, NZ, PL, PT, RO, RU, SD..SE, SG, SI, 
SKiSL TJ, TM, TR, TT, TZ, UA, UG. UZ, VN, YU, ZA. ZW, 
ARIPO-Patent (GH, GM, KE. LS, MW. MZ. SD, SL, SZ, 
TZ UG, ZW), eurasisches Patent (AM, AZ BY, KG, KZ, 
MD, RU, TJ, TM), europaisches Patent (AT, BE, CH, CY, 
DK, ES, FI, FR, GB, GR, IE, IT, LU, MC, NL, PT, SE, TR), 

. OAPUPatent (BF, BJ t CF, CG, CI, CM, GA, GN, GQ, GW, 
ML, MK NE, SN, TD, TG) 

— Erfindererkltirung (Regel 4. 1 7 Ziffer iv) nur fir US 

— Erfindererkltirung (Regel 4. J 7 Ziffer iv) nur fir US 

Ver6fTentlicht:" : Y' 

— mit internatipnalem Recherchenbericht 

— vor Abluuf der fir Anderungen der Anspruche geltenden 
Frist; Vexdffenttichung mrd wiederholt, falls Anderungen 
einireffen , 

Zur Erkldrung der. Zweibuchstaben-Codcs und der anderen 
Abkurzungen wird'auf die Erklarungen ("Guidance Notes on 
Codes and Abbreviations'*) am Anfang jeder regulQren Ausgabe 
der PCT-Gazette verwiesen. 



(54) Title: METHOD FOR THE SELECTIVE MODIFICATION OF PEPTIDES AND PROTEINS 

(54) Bezeichnung: VERFAHREN ZUR SELEKTIVEN MODIFIZIERUNG VON PEPTTDEN UND PROTEINEN 

(57) Abstract: The invention relates lo a method for the area-specific modification of peptides and proteins, using probes and re- 
porter molecules with the help of peptidases coupled with a non-amino acid type or non-peptide type substrate mimetic. 



Q (57) Zusammenfassung: Die Erfindung betrifTt ein Verfahren zur regiospezifischen Modifizierung von Peptiden und Proteinen mit 
Sonden und Reportermolekul > 
dartigen Substratmimetikum. 



^ Sonden und Reportermolekul en unler der Verwendung von Peplidasen in Verbindung mil einem nichtaminosaure- oder nichtpepti- 



• 



WO 02/26772 PCT/EP01/11035 



Verfahren zur selektiven Modifizierung von Peptiden und Proteinen 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur regiospezifischen Modifizierung von Peptiden 
und Proteinen mit Sonden und Reportermolekulen unter der Verwendung von 
Biokatalysatoren. 

Durch die Sequenzierung der Genome des Menschen und anderer Organismen 
resultiert eine enorme Flut von Proteinsequenzen, deren biochemische Funktion sehr 
haufig nur unzureichend . oder uberhaupt nicht aufgeklart ist. Die Proteine sind 
funktionelle Genprodukte und daher fur alle Aktivitaten der biologischen Welt 
verantwortlich. Aus diesem Grunde ist das Verstehen der Proteinstruktur und -funktion 
eine Notwendigkeit moderner biologischer Forschung (vgl. T.E. Creighton, Proteins, 
Structure and Molecular Properties, W.H. Freeman & Co. New York, 1993). Zur 
Aufklarung sind gezielte, schonende Markierungen mit speziellen Sonden und 
Reportergruppen essentiell, urn die molekularen Prozesse in vitro und in vivo verfolgen 
zu konnen. Im Mittelpunkt stehen u.a. die Fluoreszenzmarkierung (vgl. R.P. Haugland, 
Handbook of Fluorescent Probes and Research Chemicals, Molecular Probes, Inc., 
^1996), die Einftihrung von Spinlabej (W.L Hubbel, C. Allenbacb, 4 nve §p9 ations of 
Structure and Dynamics in Membrane Proteins Using Site-directed Spin Labeling, Curr. 
Opin. Struct Biol. 4 (1994) 566-573), Photoaffinitatsmarkierung (D.I. Schuster, W.C. 
Probst, G.K. Ehrling, G. Singh, Photoaffinity Labeling, Photochemistry and Photobiolpgy 
49 (1988) 785-804) sowie die "Biotin-Technik" (M. Wilchek, EA Bayer, Avidin-Biotin 
Technology in Meth. EnzymoL V. 184, Academic Press, 1990). 

Zur Modifizierung von Peptiden und Proteinen spielten - und spielen noch immer - 
chemische Verfahren (vgl. I. Imoto, H. Yamada, Chemical Modification, in Protein 
Function. A Practical Approach (T.E. Creighton, ed.) pp. 247-277, IRL Press, 1989; G.E. 
Means, R.E. Feeney, Chemical Modification of Proteins, Holden-Day, 1971) eine 
bedeutende Rolle in der Proteinforschung. So ist trotz des schnellen Fortschritts der 
NMR-Technik, die im letzten Jahrzehnt eine volistandige Signalzuordnung und somit 
eine Aufklarung der 3D-Strukturen von Proteinen bis zu 150 - 200 
Aminosaurebausteinen ermogltchte, die chemische Modifizierung weiterhin auch ein 
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Werkzeug zur Raumstrukturbestimmung in Losung, da grofie Proteine der NMR- 
Strukturanalyse nicht zuganglich sind und die Rontgenstrukturanalyse Proteinkristalle 
erfordert, die in sehr vielen Fallen nicht erhalten werden konnen. 

Da N-terminale a-Aminogruppen bevorzugte Ziele von selektiven Modifizierungen sind, 
erlauben die e-Aminogruppen ubiquitar in Proteinen und Peptiden vorkommender 
Lysinreste keine gezielte Einfuhrung von Marker- und Reportergruppen aber auch 
andere Derivatisierungen, wie z.B. Pegylierung, an den N-Terminus. Chemische 
Acylierungsreaktionen werden mit Anhydriden Oder vorrangig mit aktiven Estern, wie 
z.B. A/-Hydroxysuccinimid- Oder 4-Nitrophenylestern durchgefuhrt, womit aber auch 
andere Seitenkettenfunktionen proteinogener Aminosaurereste reagieren konnen und 
damit eine selektive Af-Modifikation ausschlieden. Lediglich der Phenylacetyl-Rest 
wurde spezifitatsdeterminiert durch die Penicillin-Acylase in Umkehrung der nativen 
Wirkung als Schutzgruppe fQr Aminosauren im Rahmen von Peptidsynthesen 
enzymatisch eingefuhrt (R. Didziapetris, B. Drabnig, V. Schellenberger, H.-D. Jakubke, 
V, Svedas, FEBS Lett. 287 (1991) 31-33) und durch das gleiche Enzym wieder 
abgespalten (vgl Review: A. Reidel, H. Waldmann, J. pra/tf. Chem. 335 (1993) 109- 
127). Abge'sehen von dieser direkten Schutzgruppeneinfuhrung wurden nur solche 
Methoden^beschrieben, die auf einer Obertragung bereits N-terminal markierter 
AminosaOre- oder Peptidderivate mit peptidase§jDezifischen Aminosaureresten in der 
PrPosition unter der Katalyse von Peptidasen beruhen und zwangslaufig keine 
Irreversibilitat aufweisen. Das fQr CN-Ligationen von Peptid- und Proteinsegmenten 
entwickelte Substratmimetika-Konzept (F. Bordusa, D. Ullmann, C. Eisner, H.-D. 
Jakubke, Angew. Chem. 109 (1997) 2583-25-85; Review: F. Bordusa, firaz. J. Med 
Biol Res. 72 (2000) 469-485) hat dagegen den Vorteil der Irreversibilitat. 

Aufgabe der Erfindung ist die regiospezifische biokatalytische Modifizierung von 
Peptiden und Proteinen am N-Terminus unter moglichst vollstandigem AusschluB von 
Nebenreaktionen. 

Diese Aufgabe wird gelost mit einem Verfahren zur selektiven biokatalytischen 
Modifizierung von Peptiden und/oder Proteinen, wobei als Biokatalysator eine Peptidase 
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in Verbindung mit einem nicht-aminosaure- oder nicht-peptidartigen Substratmimetikum 
eingesetzt wird. Der Begriff ,,Substratmimetikum" wurde von Bordusa et al., Angew. 
Chem. 109 (1997), 2583-2585 und Bordusa et al., Angewandte Chemie International 
Edition in Engiisch, 36 (1997), 2473-2475 gepragt Der Begriff der Abgangsgruppe ist 
dem Fachmann bekannt und wird bei F. Bordusa, Braz. J. Med. Biol Res. (siehe oben) 
erklart (insbesondere in der Figur 1 ). 

GemaR der vorliegenden Erfindung erfolgt die N-terminale biokatalytische Modifizierung 
eines Peptids oder Proteins entgegen der vorherrschenden Meinung der Fachwelt mit 
Peptidases wobei durch eine gezielte Manipulation die einzufuhrende 
nichtaminosaureartige bzw. nichtpeptidartige Gruppierung in Form eines Esterderivates 
eine Abgangsgruppe tragt, die die native Spezifitat des eingesetzten Enzyms 
ausschaltet, und dadurch die Katalyse einer irreversiblen A^-Acylierung ermogiicht. Die 
theoretischen Grundiagen, der postulierte Reaktionsmechanismus sowie die Herstellung 
von Substratmimetika fur verschiedene Proteasen und Peptidasen, wird in dem 
Ubersichtsartikel von F. Bordusa, Brazilian Journal of Medical and Biological Research 
33 (2000), 469-485 beschrieben. Im Gegensatz zu chemischen Acylierungsreaktionen 
werden aufgrund der Regiospezifitat von Peptidasen reaktionsfahige 
Seiterikettenfunktionen" von trifunktionellen Aminbsaureljausteinen in den zu 
modifizierfehden Peptiden und Proteinen nicht acyliert, wodurch eine absoiut selektive 
EinfCihrung von Marker- und Reportergruppen an die /^-Aminogruppe des 
entsprechenden Peptids oder Proteins garantiert .wird. Weiterhin muIJ die fur die 
Modifizierung vorgesehene Gruppierung nicht bereits an einem enzymatisch 
anzuknupfenden Aminosaure- oder Peptid-Rest gebunden sein, wie es bei einigen 
literaturbekannten Verfahren eine notwendige Voraussetzung ist und die Gefahr einer 
reversiblen Spaltung in sich birgt. 

Da nach der auf dem erfindungsgemaden Wege erfolgten biokatalytischen Einfuhrung 
der Marker- Oder Reportergruppe die eingesetzte Peptidase eine derartig substituierte 
Amidbindung nicht mehr als Substrat erkennt und somit eine reversible enzymatische 
Abspaltung ausgeschlossen wird, sind die erfindungsgematien Ergebnisse sehr 
uberraschend. Als Marker- oder Reportergruppe konnen alle moglichen Marker- oder 
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Reportergruppen Verwendung finden, beispielsweise Aminobenzyl-, Phlorethyl-, 
Biotinyl-Gruppen; Insbesondere konnen Markergruppen verwendet werden, die bei der 
diagnostischen Verwendung der Peptide Oder Proteine benotigt werden, wie Haptene 
(Biotin, Digoxin, Digoxigenin, Digitoxin etc.) oder Label. (Farbstoffe, radioaktiv markierte 
Verbindungen, Fluoreszenzgruppen, Elektrochemilumineszenz-Label (Elecsys), 
Luminophore, etc.). Als Marker- oder Reportergruppe konnen auch Substanzen gewahlt 
werden, die die Eigenschaften von Proteinen, wie. Loslichkeit etc., verandern oder 
verbessern. Insbesondere konnen Substanzen, wie Polyethylenglycol (PEG) sowie 
Derivate hiervon, Venvendung finden, urn die Eigenschaften von Proteinen oder 
Peptiden, wie beispielsweise Erythropoietin, Insulin, monoklonale Antikorper oder 
andere therapeutisch wirksame Proteine und Peptide, zu optimieren. Beispiele fur 
solche therapeutischen Proteine und Peptide sowie Substanzen zur Optimierung der 
therapeutischen Wirksamkeit sind dem Fachmann bekannt. 

Vorzugsweise werden fur die erfindungsgemalJen biokatalytischen A^-Acylierungen als 
Reagenzien organisch-chemische Esterderivate verwendet, deren Acylreste den 
einzufuhrenden Marker- oder Reportergruppen entsprechen und deren 
Abaangsgruppen Spezifitatsdeterminanten ausgewahlter Serin- oder Cvsteinpeptidasen 
tragen. Die Begriffe^Abgangsgruppe sowie Spezifitatsdeterminanten sind dem 
Fachmann bekannt (siehe beispielsweise F. Bordusa, Braz? J. Med. Biol. Res. (siehe 
oben)). Wie bei F. Bordusa beschrieben, bindet die Abgangsgruppe eines 
Substratmimetikums an Stelle der Spezifitat-vermittelnden Aminosaureseitenkette des 
normalen Substrates (Thormann et al„ Biochemistry 38 (1999), 6056-6062). Eine 
wichtige Eigenschaft der Substratmimetika ist daher die hohe Affinitat der 
Abgangsgruppe zur primaren Substratspezifitat des jeweiligen Enzyms, z.B. zur starken 
Glu-Praferenz der V8-Protease an der Si'-Stelle des katalytischen Zentrums. Das 
Auffinden, Austesten und Optimieren solcher Abgangsgruppen fur Substratmimetika 
wird bei F. Bordusa, Sraz. J, Med. Biol. Res. (siehe oben) beschrieben. 

Die praktizierte Verfahrensweise, d.h. die Auswahl und Synthese der fQr die 
enzymatische A^-Acylierung eingesetzten Substrate in Form von Carbonsaureestern, 
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die Wahl des Puffersystems, der Reaktionszeit u.a. ist verhaltnisma&ig unkritisch und 
kann vom Fachmann fur enzymatische Transformationeneinfach ermittelt werden. 

ErfindungsgemafJ werden Af-selektive Modifikationen von Peptiden und Proteinen 
bevorzugt erreicht durch Verwendung eines Carbonsaurederivates, dessen in Reaktion 
tretende Carboxylfunktion als Ester mit einer Spezifitatsdeterminante in der 
Abgangsgruppe vorliegt, die der eingesetzten Peptidase entspricht, und einem zu 
markierenden Peptid oder Protein, bei dem die in Reaktion tretende a-Aminofunktion 
unblockiert ist, in Gegenwart der entsprechenden Peptidase, in Losung bei 
Raumtemperatur, oder auch im gefrorenen Zustand bzw. bei tiefen Temperaturen, Als 
Peptidasen kommen belspielsweise Trypsin, Chymotrypsin, V8 Protease, Glu- 
spezifische Endopeptidase aus Bacillus licheniformis, Subtilisin, Mutanten dieser 
Enzyme wie beispielsweise die Trypsinmutante Trypsin D189K + K60E (Herstellung 
siehe Beispiel*9) oder Enzyme mit ahnlichen Spezifitatsdeterminanten in Frage. In der 
vorliegenden Beschreibung wurde der nonemklaturgerechte Terminus Peptidase 
anstelle von Proteasen verwendet. 

Befinden sich in dem zu modifizierenden Peptid oder Protein Peptidbindungen, die der 
Spezifitat der fur die Einfuhrung eingesetzten Serin- oder Cysteinpeptidase 
entsprechen, dann wird entweder eine andere Peptidase mit der entsprechenden 
Spezifitatsdeterminante in der Abgangsgruppe des nichtpeptidischen Acyldonors 
eingesetzt, von der keine sensitiven Peptidbindungen in der Zielsequenz gespalten 
werden konnen, oder man ftihrt die biokatalytische Modifizierung, im gefrorenen Zustand 
durch (vgl. Review: M. Hansler, H.-D. Jakubke, J. Peptide ScL 2 (1996) 279-289), wobei 
neben hohen Umsatzraten unenwunschte proteolytische Spaltungen ausgeschlossen 
werden. 

Die modifizierten Peptide und Proteine konnen mit ublichen Methoden der 
Proteinchemie separiert und gereinigt werden. 

Die vorliegende Erfindung wird im folgenden anhand von Beispielen naher ausgefuhrt. 
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Beispiel 1 - V8-Protease-katalysierte N-terminale Einfuhrung von 2-Aminobenzoesaure 
in Peptide . • • - 

Fur die Modellreaktion wurde als Carboxykomponente 2-Aminobenzoesaure- 
- carboxymethylthioester, im folgenden mit 2-ABz-SCm bezeichnet, und als 
Aminokomponente das Decapeptid . Leu-Ala-Leu-AIa-Ser-Ala-Ser-AIa-Phe-Gly 
verwendet. 2-ABz-SCm und Aminokomponente wurden in einem Verhaltnis von 2 : 1 
in einer Konzentration von 4 mM bzw. 2 mM eingesetzt. Als Losungsmittel diente ein 
wassriges Puffersystem mit einem geringen Anteil an organischem Losungsmittel. Die 
Reaktion wurde durch Zugabe des Enzyms gestartet und nach praktisch vollstandigem 
Umsatz von 2-ABz-SCm durch eine Inaktivierung des Enzyms beendet. Die Analyse 
und Quantifizierung der Reaktion erfolgte durch chromatographische Methoden. Die 
Enzymkatalyse fuhrte zu einer 99%igen Umwandlung von Leu-Ala-Leu-Ala-Ser-Ala-Ser- 
Ala-Phe-Gly in das entsprechend N-terminal 2-ABz-modifizierte Analoga. Die Identitat 
des Syntheseproduktes wurde durch die iibljchen Methoden der Organischen Chemie 
uberpruft. 

Beispiel 2 - V8-Protease-katalysierte N-terminale Einfuhrung der Phloretyl-Gruppe in 
Peptide * 

Fur die Modellreaktion wurde als Carboxykomponente Phloretyl-carboxymethylthioester, 
im folgenden mit Phloretyl-SCm bezeichnet, und als Aminokomponente das Decapeptid 
Leu-Ala-Leu-Ala-Lys-Ala-Asp-Ala-Phe-Gly verwendet. Phloretyl-SCm und 
Aminokomponente wurden in einem Verhaltnis von 2 : 1 in einer Konzentration von 4 
mM bzw. 2 mM eingesetzt. Als Losungsmittel diente ein wassriges Puffersystem mit 
einem geringen Anteil an organischem Losungsmittel. Die Reaktion wurde durch 
Zugabe des Enzyms gestartet und nach praktisch vollstandigem Umsatz von Phloretyl- 
SCm durch eine Inaktivierung des Enzyms beendet. Die Analyse und Quantifizierung 
der Reaktion erfolgte durch chromatographische Methoden. Die Enzymkatalyse fuhrte 
zu einer 99.7%igen Umwandlung von Leu-Ala-Leu-Ala-Lys-Ala-Asp-Ala-Phe-Gly in das 
entsprechend N-terminal Phloretyl-modifizierte Analoga. Die Identitat des 
Syntheseproduktes wurde durch die ublichen Methoden der Organischen Chemie 
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uberpruft. . Die Reaktion fuhrte weder zu einer Af-Modifizierung des in der 
Aminokomponente befindlichen Lysins, noch zu einer detektierbaren proteolytischen 
Spaltung nach Asparaginsaure. 

Beispiel 3 - a-Chymotrypsin-katalysierte N-terminale Einfuhrung von .2- 
Aminobenzoesaure in Peptide 

FQr die Modellreaktion wurde als Carboxykomponente 2-Aminobenzoesaure-4- 
guanidinophenylester, im folgenden mit 2-ABz-OGp bezeichnet, und als 
Aminokomponente das Oligopeptid Arg-lle-Val-Asp-Ala-Val-lle^Glu-Gln-Val-Lys-AIa-Ala- 
Giy-Ala-Tyrverwendet. 2-ABz-OGp und Aminokomponente wurden in einem Verhaltnis 
von 2 : 1 in einer Konzentration von 4 mM bzw. 2 mM eingesetzt. Als Losungsmittel 
diente ein wassriges Puffersystem mit einem geringen Anteil an organischem 
Losungsmittel. Die Reaktion wurde durch Zugabe des Enzyms gestartet und nach 
praktisch vollstandigem Umsatz von 2-ABz-OGp durch eine Inaktivierung des Enzyms 
5 eenc jet. Die Analyse und Quantifizierung der Reaktion erfolgte durch 
chromatographische Methoden. Die Enzymkatalyse fQhrte zu einer 98,8%igen 
Umwandlung von Arg-lle-Val-Asp-Ala-Val-lle-Glu-Gln-Val-Lys-AIa-Ala-Gly-Ala-Tyr in das 
entsprechend N-terminal 2-ABz-modifizierte Analoga. Die Identitat des 
Synthe.seproduktes wurde durch die Qblichen Methoden der Organischen Chemie 
uberpruft. Die Reaktion fuhrte weder zu einer Modifizierung trifunktioneller Seitenketten, 
noch zu einer detektierbaren proteolytischen Spaltung. 

Beispiel 4 - a-Chymotrypsin-kataiysierte N-terminale Einfuhrung der Phloretyl-Gruppe 
in Peptide 

Fur die Modellreaktion wurde als Carboxykomponente Phloretyl-4- 
guanidinophenylester, im folgenden mit Phloretyl-OGp bezeichnet, und als 
Aminokomponente das Oligopeptid Arg-lle-Val«Asp-Ala-Val-Ile-Glu-Gln-Val-Lys-Ala-Ala- 
Gly-Ala-Tyr verwendet. Phloretyl-OGp und Aminokomponente wurden in einem 
Verhaltnis von 2 : 1 in einer Konzentration von 4 mM bzw. 2 mM eingesetzt. Als 
Losungsmittel diente ein wassriges Puffersystem mit einem geringen Anteil an 



WO 02/26772 



PCT/EP01/11035 



8 

organischem Losungsmittel. Die Reaktion .wurde durch Zugabe des Enzyms gestartet 
und nach praktisch vollsfandigem Umsatz von PhloretyWOGp durch eine Inaktivierung 
des Enzyms beendet. Die Analyse und Quantifizierung der Reaktion erfolgte durch 
chromatographische Methoden. Die Enzymkatalyse fOhrte zu einer 99.3%igen 
Umwandlung von Leu-Ala-Leu-Ala-Lys-Ala-Asp-Ala-Phe-Gly in das entsprechend N- 
terminal Phloretyl-modifizierte Analoga. Die Identitat des Syntheseproduktes wurde 
durch die ublichen Methoden der Organischen Chemie uberpruft. Die Reaktion fuhrte 
weder zu einer Modifizierung trifunktioneller Seitenketten, noch zu einer detektierbaren 
proteolytischen Spaltung. 

Beispiel 5 - Trypsin-katalysierte N-terminale EinfOhrung von 2-Aminobenzoesaure in 
Peptide . , 

Fur die Modellreaktion wurde als Carboxykomponente 2-Aminobenzoesaure-4- 
guanidinophenylester, im folgenden mit 2-ABz-OGp bezeichnet, und als 
Aminokomponente das Decapeptid Leu-Ala-Leu-Ala-Ser-Ala-Ser-Ala-Phe-Gly 
.verwendet. 2-ABz-OGp und Aminokomponente wurden in einem Verhaltnis von 2 : 1 
in einer Konzentration von 4 mM bzw. 2 mM eingesetzt. Als LSsungsmittel diente ein 
wassriges Puffersystem mit einem geringen Anteil an organischem Losungsmittel. Die 
Reaktion wurde durch Zugabe des Enzyms gestartet und nach praktisch vollstandigem 
Umsatz von 2-ABz-OGp durch eine Inaktivierung des Enzyms beendet. Die Analyse und 
Quantifizierung der Reaktion erfolgte durch chromatographische Methoden. Die 
Enzymkatalyse fQhrte zu einer 94,4%jgen Umwandlung von Leu-Ala-Leu-Ala-Ser-Ala- 
. Ser-Ala-Phe-Gly in das entsprechend N-terminal 2-ABz-modifizierte Analoga. Die 
Identitat des Syntheseproduktes wurde durch die ublichen Methoden der Organischen 
Chemie uberpruft. 

Beispiel 6 - Trypsin-katalysierte N-terminale Einfuhrung der Phloretyl-Gruppe in Peptide 

Fur die Modellreaktion wurde als Carboxykomponente . Phloretyl-4- 
guanidinophenylester, im folgenden mit Phloretyl-OGp bezeichnet, und als 
Aminokomponente das Decapeptid Leu-Ala-Leu-Ala-Ser-Ala-Ser-Ala-Phe-Gly 
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verwendet. Phloretyl-OGp und Aminokomponente wurden in einem Verhaltnis von 2 : 
1 in einer Konzentration von 4 mM bzw. 2 mM eingesetzt. Als Losungsmittel diente-ein 
wassriges Puffersystem. mit einem geringen Anteil an organischem Losungsmittel. Die 
Reaktion wurde durch Zugabe des Enzyms gestartet und nach praktisch vollstandigem . 
Umsatz von Phloretyl-OGp durch eine Inaktivierung des Enzyms beendet. Die Analyse 
und Quantifizierung der Reaktion erfolgte durch chromatographische Methoden. Die 
Enzymkatalyse fuhrte zu einer quantitativen'Umwandlung von Leu-Ala-Leu-Ala-Lys-Ala- 
Asp-Ala-Phe-Gly in das entsprechend N-terminal Phloretyl-modifizierte Analoga. Die 
Identitat des Syntheseproduktes wurde durch die ublichen Methoden der Organischen 
Chemie uberpruft. 

Beispiel 7 - Biotinylierung von £ coli Parvulin 10 

Fur die Modellreaktion wurde als Carboxylkomponente Biotinyl-4-Guanidinophenylester, 
im folgenden mit Biotinyl-OGp bezeichnet und als Aminokomponente das Protein £ coli 
Parvulin 10 verwendet. Biotinyl-OGp und Parvulin wurden in einem Verhaltnis von 1:4 
in einer Konzentration von 2mM bzw. 8mM eingesetzt. Als Losungsmittel diente ein 
wassriges Puffersystem mit einem geringen Anteil eines organischen Losungsmittels. 
Konkret wurde 0,1 M HEPES (N2-[2-Hydroxyethyl]Piperazin-N-[2-Ethansulfonsaure) 
Puffer pH 8,0, 0,1 M NaCI, 0,01 M CaCI 2 und 8 % (v/v) DMF (Dimethylformamid) 
verwendet. Die Reaktion wurde durch Zugabe des Enzyms Trypsin D189K + K60E 
(Trypsinmutante, bei der die Aminosaure D an Position 189 durch K bzw. K an Position 
60 durch E ersetzt ist; Herstellung siehe Beispiel 9) gestartet und nach 2 Stunden 
Reaktionszeit beendet. Das Enzym wurde in einer Konzentration von 6,5 x 10* 6 M 
eingesetzt. Die Analyse und Quantifizierung der Reaktion erfolgte durch MALDI-MS 
Spektroskopie (Figur 1). Die Enzymkatalyse fuhrte zu einer Umwandlung von £ coli 
Parvulin 10 in das N-terminal biotinylierte Biotinyl-(£ coli Parvulin 10). 

Die Primarsequenz von £ coli Parvulin 10 ist bekannt und entspricht der folgenden 
Aminosaure-Sequenz. 
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AKTAAALHILVKEEKLALDL LEQIKNGADF GKLAKKHSJC 
PSGKRGGDLG EFRQGQMVPA FDKVVFSCPV IEPTGPLHTQ 
FGYHIIKVLYRN 

Beispiel 8 - Biotinylierung von RNase T1 

■ Fur die Modeilreaktion wurde als Carboxylkomponente Biotinyl-OGp und als 
Aminokomponente das Protein RNase T1 verwendet. Fur die Biotinylierung von RNase 
T1 wurde eine Variante mit zusatzlichem Arg(R)-Gly(G)-Rest am N-Terminus des 
Proteins eingesetzt. Durch unterschiediiche in vivo Prozessierung des Voiiauferproteins 
wurde jedoch neben der gewunschten RNase T1-Variante (RG-RNase T1) auch die urn 
eine Aminosaure verkurzte Spezies (G-RNase T1) als auch der Wildtyp (RNase Tl) 
erhalten. Dieses Gemisch wurde ohne Auftrennung der einzelnen Varianten fur die 
Enzym-katalysierte Biotinylierung eingesetzt. Biotinyl-OGp und RNase T1 -Gemisch 
wurden in einem Verhaltnis von 1:4 in einer Konzentration von 2 mM bzw. 8 mM 
eingesetzt. Als Losungsmittel diente ein wassriges Puffersystem wie in Beispiei 7 
beschrieben. Die Reaktion wurde duch Zusatz des Enzyms Trypsin D189K + K60E (6,5 
x 10" 6 M) gestartet. Die Reaktionszeit betrug 2 Stunden. Die Analyse und 
Quantifizierung der Reaktion erfolgte durch chromatographische Methoden. Das 
Elektropherogramm der durchgefuhrten Kapillarelektrophorese ist in Figur 2 dargestellt. 
Es ist deutlich zu erkennen, dass die RG-RNase T1 nahezu quantitativ in die Biotinyl- 
RG-RNase T1 Qberfuhrt wurde. 

Beispiel 9 - Herstellung der Trypsinmutante D1 89K+K60E 
Plasmide 

Zur Durchfuhrung der ortsgerichteten Mutagenesen kam der E coli Vector pST zum 
Einsatz. Dieser enthalt einen Teil des Bluescript-Vectors sowie das Gen fur anionisches 
Rattentrypsin, das mit einem a-factoNeader sowie einem ADH/GAPDH-Promotor 
fusioniert ist. 
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Die Proteinexpression erfolgte mit Hilfe des pYT-Plasmides, einem pBS24-Abk6mmling, 
das Selektions-Marker fur Uracil- und Leucin-defizientes Medium tragt. 

Sowohl das pST- als auch das pYT- Plasmid verfugt uber ein Ampicillinresistenz- Gen. 
Die Karten beider Vektoren, d.h. derPlasmide pST (5,4 kb)- und pYT (14 kb), mit den 
entsprechenden Schnittstellen sind in Figur 3 dargestellt. 

Mutaqenese 

Die.ortsgerichteten Mutagenesen wurden unter Verwendung des Quik change ® -Kit 
(STRATAGENE) im E. coli Plasmid pST durchgefuhrt. 

Das verwendete Verfahren ahnelt einer PCR, wobei ausgehend von zwei syrithetischen 
Oligonukleotidprimern, welche die gewunschte Mutation enthalten, beide 
Plasmidstrange des pST-Vectors von PFU-Polymerase repliziert werden. Wildtyp pST 
diente als Template zur Erzeugung von einzelnen Mutationen. Diese Einzelmutanten 
waren wiederum Ausgangspunkt fur die Konstruktion der Doppel-Mutante. 

Zum Einsatz kamen folgende Oligonukleotid-Primer, wobei die fettgedruckten 
Buchstaben die Mutationen angeben: . 

a) 5' - GGA^GGC AAG AAC GAT .TCC TGC - 3.' 

b) 5' - GCA GGA ATC GTT CTT GCC TCC - 3' 

a) 5' - CAC TGC TAT GAG TCC CGC ATC - 3' 

b) 5' - GAT GCG GGA CTC ATA GCA GTG - 3' 

Das erhaltene PCR-Produkt wurde in ultrakompetente £ coli XL II blue Zellen 
(Stratagene) transformiert. Die anschliedende Selektion erfolgte auf Ampicillin- 
haltigen Nahragarplatten (LB-amp). Die gepickten Kolonien wurden in ein Ampicillin- 
haltiges Flussigmedium (LB-amp) uberfuhrt wobei nach eintagiger Kultivierung die 
Isolierung des Plasmides unter Verwendung des SNAP-Kit (INVITROGENE) durchgefuhrt 
wurde. Die Kontrolle der isolierten DNA erfolgte mittels Elektrophorese mit einem 1%- 



D.189K 
K60E 
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igen Agarose-Gel. Dureh Sequenzierung des kompletten Gens konnte sichergestellt 
wer'den, class- nur die gewunschten Mutationen enthaiten waren. 

Subklonierung , 

Furalle Mutanten die im pST-Plasmid erzeugt wurden, war eine Subklonierung im pYT- * 
Expressions-Vektor notwendig. Diese erfolgte durch Restriktionsverdau mit Bam HI und 
Sal I und Ligation in das korrespondierende pYT-Vektorfragment. Alle Vektorfragmente 
wurden im entsprechenden Restriktionsmix auf ein niedrig schmelzendes Agarose-Gel 
(0,8%) aufgetragen und nach ausreichender Auftrennung ausgeschnitten. Die GelstQcke 
wurden bei 55 °C geschmolzen und nach gewunschter Kombination vereinigt und bei 
16 °C uber Nacht mit T4 DNA-Ligase ligiert Die abermals notwendige Transformation 
und Plasmidisolierung erfolgte wie oben beschrieben. 

Eine erfolgreiche - Subklonierung lieli sich durch ein charakteristisches 
Restriktionsmuster nach Doppelverdau mit Eco Rl und Bam HI im Agarose-Gel 
nachweisen. 

Durch Sequenzierung des kompletten Trypsinogen-Gens konnte sichergestellt werden, 
dass nur die'gewunschten Mutationen enthaiten waren. 

Hefetranformation und Selektion 

Der verwendete Hefezellstamm tragt die Bezeichnung Saccharomyces cerevisiae DIM 
101a [Mat ajeu 2-3,-112 his 2, 3-11,-15 can 1, ura 3A, pep4A, [cir°], DM 23]. FOr die 
Herstellung kompetenter Hefezellen und die Transformation der pYT- "Plasmide kam der 
EZ-Hefetransformationskit (ZYMO-RESEARCH) zum Einsatz. Die Selektion erfolgte auf 
Uracil-deflzienten SC-Platten durch Bebrutung bei 30 °C fur 3 bis 4 Tage. 
Einzelkolonien wurden weiteruberimpft auf Leucin-defiziente SC-Platten und ebenfalls 
3 bis 4 Tage bei 30 °C inkubiert, wodurch die Kopienanzahl des Plasmides in den Zellen 
zunahm. Einzelkolonien dieser Platten wurden zum Animpfen der Vorkulturen des 
Leucin-defizienten SC-Flussigmediums mit 8% Glukose herangezogen. Die Inkubation 
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erfolgte unter schutteln bei 30 °C und 120 rpm fur 3 Tage. Als Inokulum zum Animpfen 
der-1 Liter Hauptkulturen mit YPD- Medium (1% Glucose,. 1% Bactdpepton, 0,5% 
Hefeextrakt) wurden 20 ml Vorkultur eingesetzt. Die Inkubationsparameter entsprachen 
denen der Vorkultur, wobei nach 4 Tagen geerntet wurde. 

Isolierunq und Reinigung der Trvpsinvarianten 

Durch Zentrifugation fur 20 min bei 4000 rpm wurden zunachst die Zeilen separiert und 
der auf pH 4,0 eingestellte Oberstand emeut bei .12.000 rpm zentrifugiert. Der praktisch 
partikelfreie Trypsinogen-haltige Oberstand wurde auf eine mit 2 mM Natriumacetat/100 
mM Essigsaure (pH 4,5) equilibrierte Toyopearl 650 M (SUPELCO) 
Kationenaustauschersaule aufgetragen. Eluiert wurde mittels eines linearen pH- 
Gradienten beginnend von 2 mM Natriumacetat/ 100 mM Essigsaure (pH 4,5) bis 200 
mM Tris/HCI (pH 8,0). 

Durch SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese unter Verwendung eines 15%-igen 
Polyacrylamid-Geles konntendie Trypsinogen enthaltenden Fraktionen ermittelt und 
zusammengefasst werden. Das Volumen der Proteinlosungen wurde mit Hilfe von 
Centriprep-Konzentratoren (Amicon) auf etwa 10 bis 15 ml eingeengt. 

Die Aktivierung der Trypsinogen-Variante zum entsprechenden Trypsin D189K+K60E 
erfolgte mittels hochaufgereinigter Enterokinase (BIOZYME) bei pH 6,5 urid wurde durch 
SDS-Gelelktrophorese kontrolliert. 

Unter Verwendung eines Biocad Sprint Perfusionschrommatographie-Systems 
(PERSEPTIVE Biosystems) wurde die Aufreinigung des aktivierten Enzyms durchgefuhrt. 
Die Auftrennung der Proteinproben erfolgte auf einer mit 5%-igen Bis-yT ris-Propan pH 
6,0 equilibrierten POROS 20 HQ - Anionenaustauscher-Saule, (4 x 100 mm, 
Perseptive Biosystems) und nachfolgender Gradientenelution bis 95% 3M NaCI- 
Losung. Die Trypsin-enthaltenden Fraktionen wurden mit Hilfe eines SDS-Geles auf 
Reinheit Qberpruft und zusammengefasst. Abschlieliend erfolgte die Dialyse gegen 1 
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mM HCI bei 4°C und Einenguhg der* Proben mit Centnprep-Konzentratoren auf 2 bis 4 

ml. • ' . • * \ 

Die Endausbeuten beliefen sich auf etwa 2 bis 5 mg Protein pro Liter Kulturmedium. 
Konzentrationsbestimmunq 

Die Proteinkonzentration der Praparate wurde nach der Methode von Bradford an einem 
Spektrophotometer bei einer Wellenlange von 595 nm bestimmt. Die Aufnahme der 
Eichkurve erfolgte anhand einer Rindertrypsin-Verdunnungsreihe zwischen 50 pm/ml 
und 1 mg/ml. 
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Patentanspriiche 

1 Verfahren zur biokatalytischen Modifizierung von Peptiden und Proteinen 
dadurch gekennzeichnet, dass 

als Biokatalysator. eine Peptidase in Verbindung mit einem nichtaminosaure- 
oder nichtpeptidartigen Substratmimetikum eingesetzt wird. 

2. * Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass 

als Acylierungskomponente ein Carbonsaureester verwendet wird, dessen 
Acylteil der Modifizierungsgruppe entspricht und dessen Abgangsgruppe die 
Spezifitatsdeterminante der fur die Katalyse eingesetzten Peptidase enthalt. 

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, dass 

die Reaktion in einem waBrigen Medium bei Raumtemperatur oder in einem 
gefrorenen walirigen System oder bei tiefen Temperaturen zwischen - 5 und - 
20° C durchgefuhrt wird. 

4. Verfahren nach einem der vorhergehenden Ansprtiche, dadurch gekennzeichnet, 
dass als Peptidasen Trypsin, Chymotrypsin, V8 Protease, Glu-spezifische 
Endopeptidase aus Bacillus licheniformis,. Subtilisin u.a. bzw. Mutanten dieser 
Enzyme oder Enzyme mit ahnlichen Spezifitatsdeterminanten eingesetzt werden. 

5. Verwendung von Peptidasen, dadurch gekennzeichnet, dass 

sie zum biokatalytischen EinfQhren von Marker- und Reportergruppen in Peptide 
tind Proteine eingesetzt werden. 
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6. Verwenduhg von Peptidasen nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, dass 
sie zum biokatalytischenBnfuhren von Marker- und Reportergruppen in Peptide 

. und Proteine unter Vefmeiden derer reversibleri enzymatischeri Abspaltung ■ 
eingesetzt werden, indem die einzufiihrende Marker - oder Reportergruppe ein 
Esterderivat als Abgangsgruppe tragt, welche die nativeSpezifitat des 
eingesetzten Enzyms ausschaltet. 

7. Verwendung von Peptidasen nach Anspruch 5 und 6, 

dadurch gekennzeichnet, dass als Peptidasen Trypsin, Chymotrypsin, V8 
Protease, Glu-spezifische Endopeptidase aus Bacillus licheniformis, Subtilisin 
oder Mutanten dieser Enzyme oder Enzyme mit ahnlichen 
Spezifitatsdeterminanten eingesetzt werden. . 
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